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(3) Biologisch aktive Proteine 



Es warden neua Proteine mit selektiver Tumor Necrose 
Faktor (TNF),\ inhibitorischer (hemmender) Aktivitat. Ver- 
fahren iu ihrer Herstellung. pharmaieutische Formulierun- 
gen davon und die Verwenduoy derselben in dci'ftteditin 
besehrieben. 
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Beschreibung 

72 S 36M MsSS d ° t ° X, "- ,ndu « d "rum factor that causes necrosis of tumours", Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

iiNr-o vermitteit und mmmt teil in cinem weiten Bereich von biologischen Aktivitaten ra Beutler ,i 
Iden my of tumour necrosis facto, and the macrophage-secreted ^tS^^^il^^tm^x 

3* iS/T V0 " • m k T eU . ki " ( ^• ,)^, • Le Ct aU Tumour nccrosis factor andTmeS n 1 cy oX 
with multiple overlapping biological act v t es". Laboratory Invest. 56 Seite 234 1 „ 'Z™ , L c I ■ u 

» Spiegel von TNF* die beispielsweise durch Tumorze.lenTndt Sen 23 ^^^SS^SSSi 
»e fuhren und TNFo wurde auch als hauptslchlicher Faktor von 

angesehen vas todlich sein kann. Andere biologische Wirkungen von tSSZSS^£^S^fS^ 
(induziert durch St.mulierung von hypothalamischer Prostaglandin E, {?G^y&m^Yi^S^^i^ 
z.ert durch St.mulierung der vaskularcn Endotheiialzellen. welche beisp elsweise den Ge^ebett 
cSSS^Vt^ ? dU u Zie ^ bei$ P ie,$ ™* durch Stimulierung eiSer Rethe vo x?XSS!^SSSSSS& 
^SSSS^v"^ ?"* Dermainbrobla «« «•*■ Synovialzellen) [C Dinarello etal. Tumour necrc fs 

^isboj. j. uayer et al, Cachectin/tumour necrosis factor stimu ate col agenase and orostariandin E, nrodnrtinn 
by human dermal fibroblasts and synovial cells". ). Exp. Med, 162, Seite 2163 "(1985)1 g Pr ° dUCt ' 0n 
SchtSlIeh^^ Entwicklung eines Cachectin/TNFaWnhibUors. der dem endotoxischen' 

wuSe Sird,B *f i3i^ 0be,! beschnebene " schadlichen Wirkungen vorbeugt bzw. sie verhindert. Es 
™Su^^*^J^ .!^ l T?^ T 0n TKI . m gegen Cachectin dem Endotoxin-induzierten Tod. 
• ermittelt durch die TNFa-Antikdrpcr [B. Beutler et aU Nature. 316, supra] vorbeugen bzw. ihn verhindern 

" telS If ,w,r, U Jl el J! MUeS ^ tCin id , e ? l i fizi 5 rt ' das einen wirksamen inhibitorischen Effekt gegen TNFa-vermit. 
wird im folgenden als Tumor Necrose Faktor a-lnhibitor (TNFo-INH) identifiziert 

AktivSeS inErt $Pekt *' Ern " dUng Pr ° ,ein geschaffen ' das Tumor Necro " «-vermit telle 

Wie hier venvcndet. wird die selektive Inhibierung, wie durch den erfindungsgemaBen Inhibitor eezeiet 
*ote£^ A K k,ivi V at ZU b,OCkierCn ' - a "rend die FihUeU fchlt.?SS 

^S^t^SS^"^ JCd0Ch a " e dCr bi0l0gi5Chen Ak,ivitalen des TNF wie IL I 

Fom^^«Shil! r f' n!m0r N fr. f0$e l i akt0r °: l, ? hibUor d « Erfindung in im wesentlichen homogener 
materia? WeJem " chen frei von gr6 ° €fen Verunreinigungen und/oder im wesentlichen frei von anderem Protein- 

dcrt^^ 

(a) ein Molekulargewicht im Bereich von 40 bis 60 kDa. bestimmt durch Molekularsiebchromatographie; 

M S—J** ^ 2° im Bereich von 53 bi$ bestimim durch Chromatofokussierung; 

(c) Hemmung der Standard-TNF.Bestimmung verschiedener Cytotoxidzitit fur Murin L929-Zellen. die mit 
22" D be . ha ndelt sind. wiebeschrieben von G. Nedwin et al, "Effects of interteukin 2. interferon y 
and mitogens on the production of tumour necrosis factors and 0*. J. Immunol, 1 35. Seite 2492 ( 1 985). Diese 
S^v 8 kan " du /^ Zugabe von TNFo ilberwunden werden. was anzeigt daO die Hemmung 
kompetitiv ist Der Inhibitor ist auch ein Inhibitor der TNF^Aktivitat. obzwar die Hemmung von TN Fa bei 
aieser Bestimmung wirksamer ist als diejenige vonTNFfl, 

(d) Hemmung der TNF-induziertcn PGEj-Freisetzung aus menschlichen Fibroblastcn und Synovialzellen: 
£ Ly/ • . -°! b " , " ^ t , ; 6, $Wrend Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische Tumorlinie). 
Jn !i g c 1 Wl ch Hemmun 8 der Bindung von radioaktiv markiertem TNFa( ,25 l-TNFo>. 

f) die Splitting von vorgeformtem TNFa : U937-Zellkomplex wird angeregt durch den Inhibitor in eincr 
temperaturabhangigen Weise; 

|«) der Inhibitor bautTNFdurch proteolytische Spaltung nicht ab: 

(h) der Inhibitor hemmtnicht die IL- 1 Rezeptor-Bindungsaktivitat.z. B.die Bindung von radioaktiv markicr- 
65 terlL-H '"l-IL-Io^andie Murin Thymoma-Subzellinie EL4-6.1. 

Es wurdc Sefundcn, dattdas erfindungsgemSOe Protein, wenn cs wetier gereinigt wird, ein Molekulargewicht 
von etwa 33 000 Daltons hat, wie bestimmt durch M-triumdodecysulfatpolyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS- 
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PACE). 

Als weiterer oder aliernativer Aspekt wird daher ein Protein geschaffen. das TNFa-vermittelte Aktivitat 
selektiv inhibiert, das eine oder mehrerc dcr folgenden Eigenschaften hat: 

(a) Ein Molckulargcwicht vcn c;wa 33 kDa, bcstirr.rr.t durch SDS-PACE; 

(b) einen isoelektnschen Punkt (p!) im Bcreich von 5.5 bis 6.1 . bestimmt durch Chromatofokussierung- 

(c) Hemmung der Standard-TNF-Bcstimmung von verschicdener ToxiziUt von Murin L929-Ze!Ien behan 
delt m:t Actinomycm D, wie beschricben von G. Nedwin et. al. "Effects of interleukin 2, interferon- /and 
mitogens on the production of tumour necrosis factors a and /T, J. Immunol, 135. Seite 2492 (1985) Diese 
Hemmung kann durch weitere Zugabc von TNFa uberwunden werden, was anzeigt, daB die HemmunK 
konkurnerend ist Der Inhibitor ist auch ein Inhibitor der TNF£ Aktivitat, obzwar die Hemmung von TNFa 
bei dieser Priifung wirksamer ist als diejenigc von TN Ffi; 

(d) Hemmung von TNF-induzierter PGE r Feisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzellen- 

(e) dcr Inhibitor beeinfluflt stdrend die Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische Tumorzelli- 
me. wie gezeigt durch die Hemmung der Bindung von radioaktiv markiertem TNFa( W5 l-TNFaA 

(0 die Spaltung eines vorgeformten TN Fa : 11937-Zellkompiexes wird durch den Inhibitor in temperaturab- 
hangigerWeisegefflrdert; 

(g) der Inhibitor baut TNFdurch proteolytische Spaltung nicht ab; 

(h) der Inhibitor hemmt nicht die IL-t-Rezeptor-Bindungsaktivitat, z. B. die Bindung von radioaktiv mar- 
kierter IL-t ( ,,5 ML-1 a)z\x der Murin Thymoma-Subzellinie EL4-6.1. 

Vorzugswcise hat der TNFa-INH gemaB vorliegender Erfindung beide Eigenschaften (a) und (b) und eine 
oder mehrere der Eigenschaften (c) bis (h). 
Insbesondere hat der TNFa-INH der vorliegenden Erfindung aile Eigenschaften (a) bis (h). 
Das erfindungsgemaBe Protein hat eine aminoterminale Aminosauresequenz folgendermaBen: 

Asp-Ser-Val.Cys-ProGIn-GIy-Lys-Tyr.llcHiS'Pro-GIn-Cys-Asn-Ser-lIe 

Es wird ferner angenommen. dafl die niichsten drei Aminosauren eine Glycoxylierungsstelle schaffen und daB 
die Sequenz sich so fortsetzt: 

Asn-Ser-Thr-Lys. 

Es sei erwahnt, daB ein TNFa-Inhibitor gemaB der Erfindung eine Aminosauresequenz umfaBt, im weseritli- 
chen entsprechend der Sequenz von nativcm TNFa-INH und enthaltend eine aminoterminale Sequenz, die im 
wesentlichen mit derjenigen wie oben beschrieben identisch ist Die Sequenz eines TNFa- Inhibitors gemaB der 
Erfindung wird demnach identisch sein mit der Sequenz von nativem TNFa-INH oder eine oder mehrere 
Deletionea Substitutionen, Insertionen, Inversionen oder Additionen allelen Ursprungs oder anderweitig ent- 
halten, wobei die sich ergebende Sequenz wenigstens 80% und vorzugsweise 90% Homologie mit der Sequenz 
von nativem TNFa-INH haben wird und im wesentlichen die gleichen biologischen Eigenschaften des Proteins 
behalten wird 

Der TNFa-Inhibitor gemaB der Erfindung hat gezeigt, daQ er proteinartig ist, indem er durch Erhitzen in Zeit- 
U "n ?Sr ralUr abhangigcr Wci$c inaklivicrt und durch Behandlung mit Trypsin oder Pronase zerstdrt wird 

Der TNFa-INH gemaB der Erfindung hat auch gezeigt, daB er ein Glycoprotein ist, da die Behandlung mit 
dem Enzym Endoglycosidase Fdas Molekulargewicht urn 7 bis 8 kDa vermindert 

GemaB etnem weiteic:i oder alternativen Aspekt der Erfindung wird somit ein TNFa-Inhibitor, wie hier 
definiert geschaffen, der jedoch in im wesentlichen unglycolisiertem Zustand ist 

Dei Inhibitoren gemaB der Erfundung sind von Interesse bei der Behandlung von Zustanden, wo es erwunscht 
ist, die TNFa- Aktivitat zu hemmen. beispielsweise solche Zustlnde, welche von den Wirkungnen der TNF 
kommen, wie Gewichtsverlust, Schock, Kachexie und chronische lokale EntzOndungen, rheumatoide Arthritis. 
disseminiene(gestreute)intravaskuiare Xoagulation und Nephritis. 

GemaB einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein TNFa-Inhibitor. wie hier definiert, oder ein pharma- 
zeutisch annehmbares Derivat davon geschaffen, zur Verwendung als aktives therapeutisches Mine!, insbeson- 
dere bei der Behandlung von Zustanden, die mit ubermaBiger oder unregelmaBiger TNFa-Produktion verbun- 
den sind 

Nach einem weiteren oder alternativen Aspekt der Erfindung wird eine Methode zur Behandlung von 
Zustanden, die mit ObcrmaBiger oder nicht regulierter TNFa-Produktion in einem Saugetier einschlieBlich des 
Menschen verbunden sind geschaffen, umfassend die Verabreichung einer wirksamen Menge eines TNFa- Inhi- 
bitors, wie hier beschrieben, oder eines pharmazeutisch annehmbaren Derivats davon. 

GemaB einem weiteren oder alternativen Aspekt der Erfindung wird auch die Verwendung eines TNFa-Inhi- 
bitors, wie hier beschrieben, oder eines pharmazeutisch annehmbaren Derivats davon zur Erzeugung eines 
Arzneimittel zur Behandlung von Zustanden. die mit ubermaBiger oder nicht regulierter TNFa-Produktion 
verbunden sind, vorgesehen. 

Fur den Fachmann ist ersichtlich. daB die hier angegebene Bezugnahme auf die Behandlung sich auch auf die 
Prophylaxe erstreckt sowie auf die Behandlung von bestehenden Zustanden oder Symptomen. 

ts sei ferner erwahnt, daB die Menge an TNFa-Inhibitor gemaB der Erfindung. die zur Verwendung bei der 
Behandlung erfordcrlich ist, nicht nur mit dem Verabreichungsweg variieren wird sondern auch mit der Natur 
des zu behandelnden Zustandes und dem Alter und der Kondition des Patienten und letzten Endes ins Ermessen 
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des behandeWn Arztes oder Veterinars gtstellt ist Im allgemeinen wird jedoch eine geeignete Dosis im 
Bereich von etwa 5.0 b.s 500 ug per Kilogramm Korpergewicht pro Tag liegen, beispielsweise im Be cich von 30 
b.s300^g/kg/Tag.vorzugsweiseimBereichvon50bisl50tig/kg/Tag. °" C icn von ju 

Einc gewunschte Dosis kann zweckmaQig in einer einzigen Dosis gegeben werden oder als vertcilie Dosierun- 
5 p^oTa!"' e " e " VCrabreicht werden ' beispielsweise in zwei, drei, vier oder mehr Untcrdosieringen 

Wahrend e$ sein kann. daB zur Verwendung in der Therapie ein TNFa-lnhibitor gemaB dcr Erfindune als 
Rohproie.n verabre.cht werden kann. ist es vorzuziehen. das aktive Protein als pharmazeu.ische FoSefuni 

,o Die Erfindung betrifft ferner eine pharmazeutische Formulierung.die einen TNFa-lnhibitor. wic hierdefiniert 
oder e.n pharmazeutisch annehmbares Derivat davon umfaBt. zusammen mit einem oder mehreren pharmazeu- 
tiscn annehmbaren Tragern dafQr und gegebenenfalls anderen therapeutischen und/oder prophylaktischen 
Bestandte. en. Der Trlger oder die Trager miissen "annehmbar" sein in dem Sinne. daB sie mit den Bestand ei e! 
der Formulierung vertriglich sind und fur den Empfanger nicht schadlich sind. 

15 Die erfindunessemiQen Inhihi 

Beispiel Bolusmjektion oder Icontinuierliche Infusion) formuliert sein und kdnnen in Einheitsdosisform in Ampul- 
len. vorgefertigten Spntzen. kleinvolumigen Infusionen oder in Multidosisbehaltern mit zugesetztcm Konservie- 
rungsmittcl dargeboten werden. Die Zusammensetzungen kdnnen solche Formen als Suspensionen oder Losun- 
gen in waBrigen Tragern annehmen und kdnnen Formulierungsmittel enthalten. wie Suspendier-, Stabilisier- 

20 und/oder Dtspergiermittel. Alternativ kann der aktive Bestandteil in Pulverfortn sein. erhalten durch aseptische 
l<a.-erung von stenlem Feststoff oder durch Lyophilisierung aus Ldsung zur Zubereitung mit eincm geeigneten 
• eager, z. B. sterilem pyrogenfreiem Wasser vor der Verwendung. 

Der TNFa-lnhibitor gemaB der Erfindung kann auch in {Combination mit anderen therapeutischen Mitteln 
oespielswcise anderen Cy tokinen oder Inhibitoren davon, verwendet werden. 

" Die Erfindung schafft somit gemaB einem weiteren Aspekt eine {Combination, umfassend einen TNFa-lnhibi- 
tor. wie hier definiert, oder em pharmazeutisch annehmbares Derivat davon, zusammen mit einem anderen 
tnerjipeutisch aktiven Mittel. beispielsweise anderen Cytokinen oder Inhibitoren davon. 

Die erfindungsgemaBen Proteine kdnnen hergestellt werden durch Reinigung aus natdrlichen Quellen und. 
-k? P c l '8 ,, f t ' J anschl| e fl «n«le chemische Modifizierung, oder sie kdnnen hergestellt werden durch bckannte 

30 ublicne Mcthoden zur Herstellung von Proteinen, beispielsweise durch rekombinante DNA-Techniken. 

Gemao einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zur Herstellung des Tumor Necrose Faktor 
^inhibitors gemaB der Erfindung durch Reinigung aus naturlichen Quellen, besonders Urin von menschlichen 
neDerpatienten, geschaffen. Eine solche Reinigung umfaBt beispielsweise Schritte des Konzentrierens des rohen 
tmp ™ n ™ njchl,ch «» Fteberpatienten, Ausfallen des rohen TNFa-INH aus dem Urin und Fraktionieren des 

3$ i info- NH aus den anderen Proteinen dieses Niederschlags durch eine oder mehrere MaBnahmen, beispiels- 
weise IonenaustauschsJulenchromatographie, Gelfiltrationchromatographie, Hydrophobizitatschrcmatogra- 
pnie. Immunoabsorptions- und Affinitatschromatographie auf immobilisiertem TNFa 

Der Tumor Necrose Faktoro- Inhibitor gemaB der Erfindung ist auch erhaltlich aus menschhlichem makro- 
pnagennaltigem Gewebe. beispielsweise LungenspQlungen und Extrakten von menschlicher Leber, woraus er 

40 dutch Standardreinigungsstechniken wie die oben beschriebenen. erhalten werden kann. 

NatQrlicher und rekombinamer TNFa-INH. hergestellt gemaB den hier beschriebenen Verfahren. kann durch 
eine Keine yon Schmten. wie oben erwihnt. gereinigt werden. Nach jedem der Reinigungsschritte kann die 
Anwesenneit und Reinheit des TNFa-INH in einem Test auf CytotoxizitSt in Anwesenheit von Actinomycin D 
(Acti D) unter Verwendung einer TNF-empfindlichen Zellinie L929 gemessen werden, wie von G. Nedwin et. al, 

<s J. Immunol, 135,locciubeschrieben. 

Bei einer bevorzugten AusfQhrungsform des Verfahrens wird der TNFa-INH zunichst aus unbehandeltem 
urm isoliert werden. der von menschlichen Fieberpatienten (> WQ, frei von Urininfektionen unter Verwen- 
dung einer Standardkonzentrationstechnik, beispielsweise Ultrafiltration, gesammelt wird. Eine rohe Faktion 
Kann dann aus dem rohen Urin unter Verwendung von Ammoniumsulfat, beispielsweise durch Zugabe von 

w Ammoniumsulfat. bis zu einer Konzentration von 80% (Gew^VoL) bei 4»C unter Rflhren ausgefallt werden. 
Vorzugswetse kann das Ammoniumsulfat schrittweise zugesetzt werden und das bei niedrigeren Konzentratio- 
nen gefallte Material, z. a bei 40% (GewyVol-X wird verworfen. Das Ammoniumsulfat kann durch Dialyse 
cmrernt und die entstandene Fraktion gereinigt werden. urn den TNFa-INH von anderen Proteinen durch eine 
vielzahl von chromatographischen Methoden abzutrennen. 

55 So kann das TNFa-INH-Konzentrat durch lonenaustauschchromatographie gereinigt werden, wobei Prote- 
ine, je nach ihrer Differenz in der elektrischen Ladung. abgetrennt werden, was ein Spiegelbild der Sauren Ba- 
seneigenschaften der Proteine ist Geeignete Materialien fQr die lonenaustauschchromatographie umfassen 
Aminoethylcellulosederivate. beispielsweise quaternare Aminoeethylcellulose (QAE Cellulose) oder Diethyla- 
minoethylcellulose (DEAE-CelluIoseX welche in weitem MaBe im Handel erhaltlich sind. Die Anionenaustausch- 

60 sdule sollte vor der Anwendung des Konzentrats unter Verwendung eines geeigneten Puffers wie Tris-HCI, 
gegebenenfalls enthaltend ein Chelatmittel wie EDTA, equilibriert werden: Gebundenes Material kann aus der 
saule unter Verwendung einer Salzldsung (beispielsweise 0.8 M Natriumclorid, aufgebracht mit dem Equilibrie- 
rungspuffer) eluiert werdea 
Oie al^" .n Fraktionen von der lonenaustauschchromatographie werden vereinigt Geeignete Materialien 

65 zli *ationenaustauschchromatographie umfassen Derivate der Cellulose wie Carboxymethyl-(CM) Celluiose 
oder Sulfopropyl Sepharose (Pharmacia. Uppsala, Schweden). Die Saule sollte mit einem geeigneten Puffer wie 
Natriumacctat equilibriert sein und gebundenes Material kann mit dem Equilibrierungspuffer. dcr beispielsweise 
0.5 M Natnumchlorid enthait, eluiert werden. 
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Die vereinigtcn aktiven Fraktionen wcrdcn wcitcr gcrcinigi durch Affinitatschromatographie auf gebunde- 
nem rekombinantem TNFa (rhTNFajl gckuppclt an cine gecignete Matrix, bcispiclsweise Mini-Leak Agarose 
(Kern En Tec, Biotechnology Corp, Dinemark). Die SSulc sollte gepuffcrt sein, unter Verwendung von beisoiels 
weise einem Phosphatpuffer (z. B. 0,8 M Kaliumphosphat pH 8.6). Aktivc Gruppen, die nicht an rn TNFa 
gebunden smd, soilten blockiert werder. untcr Verwendung von Ethanolamin-HCI pH 83 Puffer Die Saufe soilte 
mit einem geeigneten Puffer, beispielswcisc Tris-HO. gcgcbencnfalls cnthaltcnd Natriumchlorid, equilibriert 
wcrdcn und de r TNFa-IN H wird mit eincm saurcn (pH 33) Clycinpuffer cluicrt. Die eluierten Fraktionen soilten 
sofort auf pH 7,0 durch Zugabe von beispielsweise Tris-Basc eingestellt wcrden. 

Die aktiven vereinigtcn Fraktionen wcrdcn vorzugsweisc vor dem cndgultigen Reinigungsschriu der U.n* 
kehrphasen-FPLC (Fast-protein-liquid-Chromatographic) lyophilisiert wcrden. Vor deren Aufbringun* auf die 
FPLC-Siule sollte die lyophilisierte TNFa-lNH-Fraktion mit einem geeigneten Puffer wie Trifluoressitsaure 
(TFA)(Fulka, Buchs, Schweiz), Heptafluorbuttcrsaure (HFBA) oder Essigsaure gepuffert werden. Die Elution 
des TNFa-INH aus der FPLCSiuie kann untcr Verwendung ublicher Techniken durchgefuhrt werden bei- 
spielsweise mit einem geeigneten Puffer, wie vorstehend beschrieben, gegcbenenfalls enthaltend einen Alkohol 
beispielsweise N-Propanol. 

Die eluierte Fraktion sollte sofort gepuffcrt werden, beispielsweise mit Ammoniumbicarbonat und lyophili- 
siert werden. Der TNFa-INH ist dann in im wesentlichcn homogener Form, gecignet zur weiteren Prufung auf 
biologische Aktivitat und zur Hcrstcllung in cincr geeigneten Form zur thcrapeutischen Verwendung. 

Es wird demnach als weiterer oder alternativcr Aspckt der Erfindung ein Protein geschaffen, das TNFa- ver- 
mittelte Aktivitat selektiv hemmt, die im wesentlichcn identisch ist mit derjenigen, die nach dem obiaen Verfah- m 
ren erhalten wurde. 

Die Fahigkeit, den TNFa-INH der vorlicgcndcn Erfindung bis zur Homogcnitat zu reinigen, hat die Sequen- 
zierung des N-terminalen Teils dieses ProteinmoiekGls crmoglicht. Dicse Sequcnz nimmt teil beim JClonen eines 
Gens, das TNFa-INH kodiert, und ermdglicht so die Produktion von groflen Mcngen von TNFa-INH in reiner 
Form zur weiteren bio'ogischen Untersuchung und gegcbenenfalls zum thcrapeutischen Testen und zur Ver- ™ 
wendung, 5 

Proben von homogenem TNFa-INH gcmaQ der Erfindung kdnncn durch ubliche Techniken sequenziert 
werden, beispielsweise unter Verwendung eincs handclsOblichen automatischen Sequenzers, unter Verwendung 
von entweder Ninhydrin- oder Gasphasencrmittlung. Die ersten 17 Reste des aminoterminalen Teils des 
menschlichen TNFa-INH, wie hier definiert, umfasscn die folgende Sequcnz: 

Asp-Ser-Val-Cys-Pro-GIn-GIy-Lys-Tyr-IIc-His-Pro-Gln-Cys-Asn-Ser-Hc j 

(identifjziert unter Verwendung eines automatischen Sequencers, Modell 477A von Applied Biosystems). 
' Es wird ferner angenommen, daQ die nachstcn drci Aminosauren einc Glycoxylierungsstelle schaffen und daB 
die Sequenz so fortfahrt: 

Asn-Ser-Thr-Lys, 

Es sei erwahnt, daQ eine gute Methode zur Schaffung groBcr Mengcn von TNFa-INH in reiner Form durch 4 0 
rekombinante DNA-Techniken besteht, wclchc in der Fachwelt gut bckannt sind. Jedoch erfordert die erfolgrei- 
che Anwendung solcher Techniken nicht nur, daB der natflrlichc und rckombinante TNFa-INH oder seme 
Aktivitat genau gernessen werden, sondern auch daQ sowohl das natflrlichc als auch das rekombinante Produkt 
bis zur Homogenitat gcreinigt wcrden kanrt 

GemaQ eincm noch weiteren Aspckt der vorlicgcndcn Erfindung wird ein Verfahren zur Erzeugung eines 
Tumor Necrose Faktor- Inhibitors gemSG der Erfindung oder eines Deri vats da von geschaffen, durch Expression 
einer DNA-Sequenz,die einen solchcn Inhibitor in eincm geeigneten transformierten Wirt kodicrt 

Em solches Verfahren umfaQt das ZQchten eines mit Molekulen von rekombinanter DNA transformierten 
Wirts, umfassend DNA-Sequenzen,die den Inhibitor kodicrcn, welchc in einen geeigneten Vektor eingeschoben 
worden sind 

Gecignete eukaryotische und prokaryotischc Wirtc k6nnen beispielsweise sein Stamme von Baktcrien, Hefen. 
andere Prize und ticrische Zeilen (cinschlieOlich Insektcnzcllen) und Pflanzenzellen im Gcwebc. Besonders 
bevorzugte Wirtszcllcn sind HcfczcIIcn, Ecoli-Zcllen und ticrische Zellcn. 

Die Expression eincs Proteins mit Tumor Necrose Faktor-Inhibitor- Aktivitat wird erreicht durch ZQchten der 
transformierten Wirtzellen in einem geeigneten WachMumsmediuro. Normalerweise wird ein solches Medium 
enthalten eine Quelle fOr Stickstoff wie Ammoniumsulfat, cine Quelle fflr Kohlenstoff und Encrgic wie Glucose 
oder Glycerin, Spurenclemcntc und Faktoren, die fOr das Wachstum der besondcren Wirtszcllen wcsentlich sind 
Die genaucn Zflchtungsbedingungcn wcrdcn von dem gcwahlten Wert abhangen; so wird beispielsweise im 
Falle von E. coli submerse aerobe Fermentation bevorzugt, vorzugsweise bci etwa 37°C 

Zusatzlich kann die Expression induziert werden, bcispiclsweise durch Zugabe eines Induziermittels oder eo 
Verwendung von induzierenden Bedingungen f(ir das Promotorsystem, das in dem Expressionsvektor verwen- 
detwird 

In Abhangigkeit von dem Wirt kann der TNFa-Inhibitor als granularc InklusionsWrper produziert werden, 
welche nach der Zellyse durch Differentialzcntrifugicrcn gewonnen wcrdcn konnen; diese kdnnen durch ubliche 
Meth den solubilisicrt und durch hier bcschricbenc Mcthodcn zur Rcinigung des Urin-TNFa-INH gereinigt 65 
werden. Alternativ kann der TNFa-Inhibitor in L6sung in dem Cytosol sein, das in den pcriplasmischen Raum 
a k gegeben oder zweckmaOig in das Kulturmedium abgegtben wird 

Die Wirtszcllen werden durch rekombinante DNA-Molckule transformicrt, welche eine DNA-Sequenz ent- 
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haken. die einen TNFor-Inhibitor kodicren.der in einen Expressionsvektor eingeschoben wurde 

iolche Expressionsvektoren konnen bestehen aus Segmenten von chromosomalen. nicht-chromosomal*n „nA 
synthet.schen uNA-Sequenzen wie verschiedene bekannte Derivate von SV-40 und bekannte bak erTeH Ph< 
m.de be,sn,elswc IS e -naturliche' Plasmide wie CdEI. pSCIO! oder P RSF2124 und Phagcn DNAs o de ' 
che Plasm.de (in vitro konstruiert) wie pBR322. pM B9 oder pATl 53. Die Phagcn- DMAs umfasVen bei«„;I 
se die verschtedenen Derivate von Phagen-A und andere DNA-Phagen. ^^J^S^^^Z 
formige e.nstrangige DNA-Phagen. Vektoren. die in Hefen verwendbar sind. umfasscVdas 2 , ffasmid td 
fE^JSlSS^ Ze " en ,iCriSChCn ZC,,en VefWendbar UmfaSSe " «okh^ 2 niI£3tv.2 
Solche Expressionsvektoren konnen auch durch wenigstens eine Expressionskontrollsequenz charakterisier. 
A^lS^rJST" a " ^ TNF ' f "^itor-DNA-Sequenz gekniipft werden kann. so dSZ d^Exp e sS 
der geklonten DNA-Sequenz steuert und reguliert Beispiele von brauchbaren Expressions-KontrollseJuenzen 
Z n f"J ZC '' ?*' UC " Un , d ^ - SyStemC ' die hau P»^hlichen Arbeits- und Pro P moiorr^^?JKS5 
( u d " PL-Promotor unter der Steuerung des thermolabilen ts c!857- Repressors), die KontroHre* on dfs fd 

Mantel-Proteins. die rivcolvtischen Promote™ « nn u*t~t, a a~ d I. , . ,re ?!? n des fd 

Prorno^envonHefe.SIu. 

toren, stammend von Polyoma, Adenovirus, Retrovirus und Affenvirus. 

Zusatzlich kdnnen solche Expressionsvektoren ve:schiedene Stellen fur die Insertion von TNFa-lnhibitor- 
DNA-Sequenzen gem*Q der Erfindung besitzen. Diese Stellen sind durch die spezifische RestrSlionsendonu 
dease charaktensiert. welche sie spaltet Solche Spaltungsstellen werden vom Fachmann g ?S„?S; 
Expressionsvektor und besoncers die darin gewahlte Stelle zur Insertion eines ausgewahUen DNA Fragmen 
hiSSt W} 'tvM l rk ;° P l Un .? !! n C r Ex P""io«kontrollsequcnz wird durch eine Viclzahl von fT"" 
bestimmt. einschlieuhch der Zahl der Stellen. die fQr ein gegebenes Restriktionsenzym empfindHch sind" die 
GrtBe des Proteins, das der Expression untcrworfen wird. Verunreinigung oder Bindung des del Egression 
unterworfenen Proteins durch Winszellenproteine. was wihrend der Reinigung schwkri. * entSn el! 
kann. der Ort der StaryStop-Codone und andere Faktoren. die der Fachmann weiO. So ist dte Wahl e n s 

^S^J^VT"^ m * M ? NA - Se " ueM dureh •«» Cleichgewicht dieser Faktoren TbestSrnt 
wobei nicht alle Auswahlkritenen for einen bestimmten Fall gleich wirksam sind. 

DHAS^ZiZZt*? "pi- 1 ?' ^? k ^Kombin.tionen mit gleicher Starke bei der Expression der 
UNA-Sequenzen gemaO der Erfindung funktionieren. Die Auswahl wird getroffen in Abhangigkeit von einer 
let^schTen pSK !r P h,iefl,i ^ Vertriglichkei, des Wirt, und Vekto'rs. Leichtigkeit de?Gew nnung d^ 
SSZ^ZE 0 ?**?* ^P^ww^wktensiik. der DNA-Sequenzen und der Expressionskontrollse- 
d5wn^ C h$e?^^!S* ^, P $ ' '>8«ndwclche notwendige Nach-Expressionsmodifikationen 

" J£t*^V*!£?iA ^^""J' 7**% m! 5 5*™"™ Pro *^ mit TNFa-lnhhibiior. Aktivita, kodieren. 
e£ !Si Zr^ Z T versch,edene DNA-Kart.erungen fur solche DNA-Sequenzen unter Verwendung 
pSSlsIfc v ° n DNA-Proben gescreent werden. Die DNA-Proben kdnnen aus dem gereinigten naturlichen 
dSS^SS^T d " a ' S QUClle ^ Aminesauresequenzdaten verwendet wird. Das gfreinigte nE 
5^ SJSiS^SlT a " mensc . hl,chem t V" n von Fieberpatienten. wie oben beschrieben hergestellt 
JSrt S I«1k ! ■ DNA ; S ^ ue """- d * versch.edene Teile und Fragmente der Aminosaureseqenz kodie- 
ren. z. B. in (Combination mit Lathe-Proben. werden verwendet. urn die DNA-Proben zu bestimmen. 
duS kZt'l^ !l!u ?NA-Kartierungen auf DNA-Sequenzen. welche die TNFa-lnhibitoren der Erfin- 
dung kodieren. ausgewihlt Solche Kartierungen umfassen chromosomale Genbanken und cDNA- oder DNA- 
SSIIL"S t ^F*" 111 »«, z e'"'"icn Oder Gewebe. welche nachweislich TNFa-lnhibitoren produzieren. wie 
?, r L„ / l f'| a . gen f ,er ^tiwebe- D » Screening kann durch direkte Immunexpression. beispielsweise 
in Agtll oder ahnlichen Systemen. oder. im Falle daB eine TNFo-INH-produzierendc Zelle identifiziert wird 
durchIdent.r,2,erenderTNF^NH.spezil 
Eine Vielzahl von ubhehen Cloning- und Selektionstechniken kdnnen verwendet werden. urn DNA-Sequen- 

Bmk^n,S£ln r ^«!? ?Ll? en , ti ? 1 [* ren ' welche n b «* Expression in einem geeigneten eukaryotischen oder 
prokaryotischen Wirt die TOFa-Inhibitoren gemaB der Erfindung kodieren. Diese ausgewahlten DNA-Sequen- 

au^ntTKiII-*^ l- ?r ° be ? verw . endet werden « um and «« DNA-Sequenzen. die TNFa-lnhibitoren kodieren. 
auszuwahlen, oder kOnnen in geeigneten rekombinanten DNA-lvtolekUlen verwendet werden. um geeignete 
JJJJJ^ 8 *' prokaryotische Wine zur Produktion von TNFa-INH, der durch sic kodiert wird. zu 

55 Die Erfindung urafaBt in ihrem Bereich ein- oder doppelstrangigc DNA-Sequenzen. welche TNFa-lnhibitoren 
icodieren. so che Sequenzen enthaltende Vektoren, die zur Transformation eines Wirtsorganismus geeignet sind. 
und Wirtszellen. die mit solchen DNA-Sequenzen transformiert sind. 

GemaB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein Protein mit selektiver TNFa-lnhibitor- 
Twc" i t $l* Q « das durcn Ex P ression ein « w '«». transformiert mit einer DNA-Sequenz, die ein solches 
iNha-lnhibitor-Protein kodiert. erzeugt wird. Die TNF-Inhibitoren der Erfindung. welche durch Expression 
emer UNA-Sequenz, die solche Inhibitoren in einem transformierten Wirt kodieren, werden demnach identisch 
rnit der Sequenz von nativcm TNFa-INH sein oder eine oder mehrere Deletionen. Substiiutionen. Insertionen. 
inversionen oder Additionen allelen Ursprungs oder anderweitig enthalten, die entstandene Sequenz wird 
mindestens 80% und vorzugsweise 90% Homologie mit der Sequenz von nativem TNFa-INH haben und im 
wesentlichen die gleichen biologischcn Eigenschaften behalten. Insbesondere kann ein TNF- Inhibitor gemaO der 
briindung ein N-terminales Methionin umfassen. Auch kann beispielsweise die DNA-Sequenz gemaO der 
trt indung. die TNFa-INH kodiert. in einem Expressionsvektor mit einem Teil einer DNA-Sequenz verschmol- 
zen (integriert) werden. die ein eukaryotisches oder prokaryotisches Polypcptid kodiert. um die Expression von 
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TNFalNH. welcher die DNA-Sequenz kodiert zu umentutzcn odcr die Sekrciion. Reifung odcr Reinigung des 
TNFa-INH von dem Wirt zu fdrdern;das verschmolzene (integricrte) Poiypeptid kann intra- oder extra-cellular 
durch bekannteTechniken entfernt werden oder der TNFa-lNH kann zusammen mil dem integrierten Poiypep- 
tid verwendet werden. 

Die TNFa-lnhibitoren, die durch ZUchten der eukaryotischen und prrkaryoiischen Wine, transformiert mit 
DNA-Sequenzen, ditTNFa-lnhibitoren kodieren, erzeugt werden, kdnnen dann nach Reinigung in den pharma- 
zeuiischen Zusammensetzungen gemaO der Erfindung verwendci werden. 

Es sei erwahnt. daB, falls der TNFa-Inhibiior gemaB der Erfindung durch tierische Zellen erzeugt wurde, 
diescr ein Glycoprotein ist Prokaryotische Expressionssystcme werden jedoch das Protein in unglykolisiertem 
Zustand erzeugen. AuBerdcm kann das glykolisierte Protein durch bekannte Techniken im wesentlichen entgly- 
kolisiert werden, bcispielsweise durch Verwendung von Endoglykosidase-Enzymen. 

Die folgenden nicht-beschrinkenden Beispiele erlautern die Erfindung. A lie Temperaturen sind in *C und alle 
Prozentkonzentrationen in Gew.*/ Vol. angegeben. 

TNFa-Hemmtest 

Der Prozentsatz anTNFa-lNH-Aktivitat in den in den Beispielen beschriebenen Fraktionen wurde bestimmt 
indent angenommen wurde, daB die Werte fOr die optische Dichte (OD) von Murin L929-Zellen, die durch 
Actinomycin D (acti D) stimuliert wurden, einer 100%igen Inhibierung bzw. Hemmung entsprechen, wahrend 
das OD aus Zellen, die mit Actinomycin D und TN Fa gezGchtet wurden, einer maximaten ZellmortalitI t von 0% 
TNFa-fnhibierung entsprach. Die in dem Versuch verwendete TNFa war rekombinante menschliche TNFa 
(rhTNFaJl erzeugt in E colt, wie von A. Marmenout et aU "Molecular cloning and expression of human tumour 
necrosis factor and comparison with mouse tumour necrosis factor*, Eur. J. Biochenu 152, Scite 515 (1985) 
beschrieben. Demnach wurde der Prozentsatz an TNFa-Inhibierung in dem Cytotoxizitatstest gemaB der 
Formel(I)berechnet: 

Prozentsatz an TN Fa- 1 N H- Aktivitat - 

100 H r (QP mit aCti D * fhTNFg * TNRHNrJ - (OD mit acti D + rhTNFa) 
L (OD mit acti D) - (Od mil acti D + rhTNFa 

■ > 

Beispie! 1 V 

Reinigung von Urin-TNFa-INH 

a) (Concentration von Protein aus menschlichem Urin 

Menschlicher Urin (15 Liter) wurde frisch erhalten aus einem Pool von 5 Patienten vor irgendeiner Behand- 
lung. Zwei der Patienten litten an kleinzelligem Carcinom. einer an maligner Histocytose, einer an Polymyocitis 
und einer an Sepsis. Alle waren hoch fiebernd ( > 3WC) und waren frei von Harnweginfekten. Der Urin wurde 
bet 4° auf einem Amicon Ultrafiltrationshohlfaserapparat konzentricrt mit einem Abschneiden (Abspaltung) 
der MolekulgrfcBe von etwa 5 kDa. 

b) Failung des Proteins aus menschlichem Urin 

Die Ansammlung von konzentriertem Urin wurde mit festem Ammoniumsulfat gesattigt indem das Sulfat 
langsam unter gleichmlBigem RQhren bei 4° zugesetzt wurde. bis eine Ammoniumsulfatkonzentration von 40% 
erreicht war. Der Niederschlag wurde durch Zentrifugieren entfernt, vcrworfen, und der Oberstand wurde durch 
Zugabe von weiterem Ammoniumsulfat auf 80%ige Sittigung eingertellt Durch Zentrifugieren wurde ein Pellet 
erhalten, das in 150 ml 20 mM Natriumphosphat {pH7U) und 150 mM Natriumchlorid wieder suspendiert 
wurde. Das Ammoniumsulfat wurde durch Dialyse bei 4° unter Verwendung von 10 mM Tris-HCL pH 7,4, 2 mM 
EDTA und 5 mM Benzamidin- HQ entfernt 

c) Identifizierung von TN Fa- 1 N H - Aktivitat 

Die halb-gereinigte Fraktion von Beispiel 1(b) wurde in einem Cytotoxizitatstest mit der TNF-empfindlichen 
Zeltinie L929 in Anwesenheit von Actinomycin D getestet Bei einer VcrdQnnung von 1 : 20 der halb-gereinigten 
Fraktion wurde totale Hemmung des cytotoxischen Effekts, induziert durch rhTNFa, beobachtet, so daB der 
ODszonm-Wert identisch war mit demjenigen, der in Anwesenheit von Actinomycin D allein (ODs?onm - 1.5) 
gemessen wurde. 

Weiterhin wurde die inhibitorische Aktivitat (Hemmkonzentration) in VerdQnnungen der Fraktion bis zu 
1 : 160 an Zellen (OD570 am - 0.83) beobachtet wahrend der Kontrollwert von rhTNFa bei einer Endkonzentra- 
tion von 0,2 ng/ml, gemessen in Anwesenheit von Actinomycin D. nicdriger war (ODszonm - 0.73), so daB 50% 
Hemmung beobachtet wurde, bei einer VerdOnnung von etwa I : t0O(OD?70nm - 1.10), Der TNFa-lNH hatte 
keine Wirkung auf die Zellcnlebensfahi$keit wenn ohne Actinomycin D getestet wurde. 




d) Vergleich der Wirkung von TNFa-INH auf TNFa* und -0-induzierte Cytotoxizitat 

Ein Cytotoxizititstest wurde durchgefuhrt unter Verwendung der TNF-empfindlichen Zellinie L929 in Anwe- 
senheit von Actinomycin D, unter Verwendung eines Konzentrauonsbereichs von TNFa oder TNF# um den 

5 cytotoxischen Effekt zu induzieren. Die halb-gereinigte Fraktion von Beispiel 1(b) wurde bei Verdunnungen von 
t : 20, 1 : 50 und 1 : 80 getestet Die Kontrolltests wurden in Abwesenheit von TNFa- oder TNF^Cytokine und 
in Abwesenheit des Inhibitors durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind unten in der Tabelle 1 gezeigt und veranschauli- 
chen. daO der erfmdungsgemaGe Inhibitor einigen inhibitorischen Effekt (Hemmwirkung) auf die INF/^vermit- 
telte Cytotoxizitat im Bereich von etwa 50% bis hinunter zu 2% der TNFa-Hemmung mit steigender TNF£- 

io Konzentration hat 









Tabelle 1 
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Endkonzcntration von 

tup t t - _ nw > _ i\ 

i nr (uuucr p/(p£/mi; 

zugesetzt zu Actinomycin- D* 
behandelten L929- Zellen 


Form von 
Cyiokinc, 
zugesetzt zu 
den Zellen 


EndverdQnnung von Sephacryl 
3-200* inhibicrurigsfrakiion 
auf L929-ZelIen(ODs70nm) 
tceine W20 


1/50 


1/80 


20 


0 


0 


> 1,90 


>1,90 


>I,90 


> 1.90 
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a 
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ND 
U6 


ND 
1,66 


ND 
1.46 


ND 
139 


25 
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1,30 
1.02 


> 1,90 
1.51 


1.72 
Ut 


1,68 
1,22 




50 


a 
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1.02 
0.65 


>1.90 
1,03 


1.72 
0,84 


1.63 
0,68 


30 


too 


a 
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0.73 
037 


1,78 
0,71 


1.69 
039 


1.51 
0.52 




250 


a 

p 


0,38 
0.24 


1.70 
0,44 


1,70 
031 


133' 
0,24 
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500 


a 

P 


0,30 
0,17 


1.52 
030 


1.49 
0,26 


1.11 
0,18 




1250 


a 


0,19 
0,11 


1,09 
0,13 


1,10 
0,19 


0,76 
0,13 


40 


2500 


a 


0,06 
ND 


1,03 
ND 


0,80 
ND 


0.47 
ND 



Beispiel 2 
Geinitration von Urin-TNFa-INH 

45 

Der halbgereinigte TNFa-INH gemafl Beispiel 1(b) wurde durch Gelfiltrationschromatographie bei 4° auf 
einer Sephacryl S-200-S3ule (0,9 x 60cm) (Pharmacia* Uppsala, SchwedenX die in 50 mM Tris-HCl- Puffer 
(pH 7.4X enthaltend 100 mM Natriumchl'orid, dquilibriert worden war, gereinigt Eine Probe der Proteinfraktion 
(20 mg ( 03 ml) wurde auf die Siule gegeben und mit dem gleichen Puffer bei einer FlieSgeschwindigkeit von 
so 5,4 ml/h eluiert Fraktionen(135 ml) wurden gesammelt und auf TNFa- INH-Aktivitat getestet Die TNFa- INH- 
Aktivitat eluierte aus dem Gel in einem einzigen Peak. Die inhibitorische Aktivitat zeigte ein scheinbarcs 
Molekulargewicht von 40 bis 60 kDa (vergl. Fig. 1 ). 

Beispiel J 

55 

Chromatofokussierung von Urin-TNFa-INH 

Der halbgereinigte TNFa-INH des Beispiels 1(b) wurde bei 4° auf einer Mono-P vorgepackten Sauie (HR 
5/20X 5 x 200 mm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), die in 25 mM Bis-Tris- Puffer, eingestellt auf pH 7,1 mil 

60 Imidodiessigslure (Fluka, Buchs, Schweiz), iquilibriert war, chromatographisch fokussiert Eine Probe der 
Proteinfraktion v n Beispiel 1(b) (30 mg) wurde auf die Sauie gebracht und mit einem Polypuffer 74/Iminodies- 
sigsiure bei pH 4,0 eluiert Siulenfraktionen (1 ml) wurden bei einer Verdunnung von 1 : 10 auf ihre Wirkung im 
rhTNFa(0,2 ng/ml)-Cytot xizititstest in Anwesenheit von Actinomycin D (1 jig/ml) getestet Das tatsachlichc 
pH jeder Slulenfrakti n wurde mit einem pH-Meter bestimmt wobei die Hauptmasse dcrTNFa-INH-Akiivitat 

65 in den eluierten Fraktionen zwischen pH 5,5 und 6.1 (vergl. Fig. 2) enthalten war. Dies ist ein Aquivaient zu dem 
pldesTNFalNHProteins. 
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Bcispiei 4 

fonenaustauschchromatographie von Urin-TNFa-lNH 

Der halbgereinigte TNFa-INH von Beispiel 1(b) wurde durch Anionen-Austauschchromatographie bei 4° auf 5 
einer DEAE-Sephadexsaule (2,6 x 20cm) (Pharmacia, Uppsala. Schweden). die in 10 mM Tris-HCl-Puffer 
dH 8 0 enthaltend 2 mM EDTA, aquilibriert war. gereinigt Gebundenes Material wurde aus der Saule mit dem 
Aquiiibrierungspuffer. enthaltend 0,8 M Natriumchlorid. eluiert. Fraktionen (8,0 ml) wurden gesammelt. auf 
TNFa-INH-Aktivitat getestet und die inhibitorischen Fraktionen wurden vereinigt (160 ml) und gegen 10 mM 
Natriumacetat-PufferpH 5,0(4 x 2 l)dialysiert t . „ „ , „ 10 

Der TNFa-INH wurde weiter durch Kationen-Austauschchromatographie bei 4 an emer SuIFopropyl-Se- 
D hadexsaule(0.8 x 15 cm) (Pharmacia, Uppsala. Schweden), aquilibriert in 10 mM Natriumacetat-Puffer pH 5.0, 
gereinigt Gebundenes Material wurde aus der Saule mit dem 03 M Natriumchlorid enthattenden Aquiiibrie- 
rungspuffer eluiert. Fraktionen (7,5 ml) wurden gesammelt auf TNFa-INH-Aktivitat getestet und die inhibitori- 
schen Fraktionen wurden vereinigt und auf das 20fache auf einem Amicon-Ultrafiltrationsapparat mit etnem. 15 
MolekulgroBenabschnittvonetwa 10 kDaeingeengt 

Beispiel 5 

Geinitration von Urin-TNFa-lNH 20 

Das TNFa-IHN-Konzentrat von Beispiel 4 wurde durch Gelfiltrationschromatographie bei 4° auf einer 
Sephacryi-S-200 Saule (2,6 x 100 cm) (Pharmacia, Uppsala, Schweden), aquilibriert mit 50 mM Tris-HCI 
pH7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchlorid, gereinigt Eine Probe der Proteinfraktion aus Beispiel 4 
(200 mg) wurde auf die Saule aufgebracht und mit dem Aquiiibrierungspuffer bei einer FlieBgeschwindigkeit von 25 
27 ml/h eluiert Fraktionen (9.0 ml) wurden gesammelt, auf TNFa-INH-Aktivitat getestet und die inhibitorischen 
Fraktionen wurde vereinigt Die Saule wurde mit Dextranblau (DBX 2000 KDa; Rinderserumalbumin (BSA), 
67 kDa; Ovalbumin (OA), 43 kDa; a-Chymotrypsinogen-A (aCT). 25 kDa; und Ribonclease A (RNase), 1 33 kDa 
kalibriert wie in Fig. 4 gezeigt 
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Beispiel 6 

Affinitatschromatographie von Urin-TNFa-lNH 

Eine TNFa-Affinitatssaule wurde hergestellt indem rekombinante, menschliche TNFa (1,0 mg) auf Mini 35 
Leak- Agarose (Kern En Tec Biotechnology Corp, Dinemark) in 03 MKaliumphosphat- Puffer pH £6 f ekuppelt 
wurde. Die verbleibendert aktiven Gruppen wurden durch Bebriitung in 0,1 M Ethanolamin-HCl- Puffer pH 8,5 
blockiert Das Ge! wurde mit 50 mM Tris-HCI pH 7,4-Puffer, enthaltend 100 mM Natriumchlorid, gewaschen 
(3 x 50 ml). Eine Probe der TNFa-lNH-Fraktionen aus Beispiel 5(15 ml) wurde auf die Saule aufgebracht und 
mit 0,2 M Glycin- HC1 pH 3,5-Puffer eluiert Fraktionen (1 ,0 ml) wurden gesammelt sofort durch Zugabe von 1 M 40 
Tris(5 bis 40 auf pH 7.0 eingcstellt und auf TNFa-INH-Aktivitat getestet 

Beispiel 7 

Umkehrphasen-FPLCChromatographie von Urin-TNFa-lNH *5 

Die TNFa-lNH-Fraktionen aus Beispiel 6 wurden lyophilisiert in 0.1% Trifluoressigsaure (2,0 ml) g c ! 5st A u "f 
auf ProRPC-Umkehrphasen-FPLC-Saule (5 x 20 cm) (Pharmacia, Uppsala. Schweden), aquilibriert m 0.1% 
Trifluoressigsaure, aufgebracht Gebundenes Material wurde mit einem 0 bis 100% Acetomtnl-Gradienten m 
0,1% Trifluoressigsaure bei einer Flieflgeschwindigkeit von 03 ml/min eluiert Zu jeder Fraktion (0.75 ml) wurde 50 
03 M Ammoniumbicarbonat (10 pj) zugesetzt und das eluierte Material wurde lyophilisiert ^ 

Die Umkehrphasen-FPLCChromatographie ergab einen grdOeren Peak entsprechend der TNFu-lNH- Akti- 
vitat Die lyophilisierten Fraktionen, welche diese Akivitat enthielten, wurden in 10 mM Tns-HCl pH 7.4-r^Mer. 
enthaltend 2 mM EDTA, ge!6st und mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS PA- 
GE) analysiert wobet die von U. Ucmmli et aU Nature, 277, S. 680 (1970V beschriebene Methode angewandt 55 
wurde. Es wurde gefunden, daB der TNFa-INH mit einem Molekulargewicht von 33 kDa eluiert (vergl. Fig. 4) 
wurde. Proben. welche unter nicht-reduzierenden Bedingungen liefen, wurden auf TNFa-INH-Aktivitat bei 
einer VerdOnnung von 1:10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von 0,15mg/ml rhTNFa gct«tet Die gegen 
rhTNFa gerichtete Aktivitat wanderte mit einem scheinbaren Molekulargewicht das mit der 33-kDa-Bande aui 
dem Gel, geiaufen unter reduzierenden Bedingungen, identisch war. 

Beispiel 8 

Protein-Sequenzierung von Urin-TNFa-lNH 

Die aus der Umkehrphasen-FPLCChromatographie isolierteTNFa-lNH-Fraktion wurde im Vakuum einge- 
engt und auf cin hergerichtetes Sequenzierfilter getiipfelt Das Protein wurde mit einem Applied Btosystems 
Model 477A-Protein-Sequcnzer analysiert Fraktionen von den sequenzierenden Zykien wurden zur I rocKene 
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eingedampft und in N,N-Diisopropylethylaminaceiat und Acetonitril vor der Injektion in eine HPLOSaule fur 
Restidentifizierung wiedersuspendicrt. 
Die ersten 1 7 Aminosaurereste dcs N-terminaien Endes wurden identifiziert und haben die Sequenz: 

5 Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Cln-GIy-Lys-Tyr-Ilc-His-Pro-Gln-Cys-Asn-Ser-Ile. 

Es wird weiterhin angenommen, daO die ndchsten drei Aminosiuren eine Glykosylierungsstelle darstellen und 
daO die Sequenz somit sich mit Asn-ScrThr-Lys fortsetzt. Diese Sequenz ist nicht deutlich homogen zu 
irgcndeiner Proteinsequenz,die in dcr NBRF-Proteinsequenzdatenbasis(November 1988) enthalten ist 
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Beispiel 9 



Vcranschaulichung.daflTNFa-lNH ein Protein ist 
15 (a) Zeit- und Temperaturabhangigkeit 

Dcr Sephacryl S-200-gereinigte TNFa-INH gemaQ Beispiel 2, erhalten durch Vereinigen der Rohrchen mit 
den aktiven Fraktionen, wurde auf 56*. 75° und 95° erhitzt Die TNFa-INH-Aktivitat wurde nach 10, 20 und 
60 min gemessen und durch Vergleich mit unbehandelten Proben wurde der Prozentsatz an TNFa*INH-Aktivi- 
20 tat gemaQ Formel (I) errechnet Die in der folgenden Tabelle 2 angegebenen Ergebnisse zeigen, daO die 
TNFa-INH-Aktivitat in zeit- und tcmperaturabhangiger Weise sinkt 

Hitzeinaktivierung 



Temperatur Zeit ProzcntTNFtz-INH* 

( ft C) (min) Aktivitit 







10 


100 


30 


56 


20 


too 






60 


93 






10 


60 




75 


20 


26 






60 


15 


35 




10 


27 




95 


20 


to 






60 
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*o (b) Empfindlichkeit fOr Trypsin verdauung (digestiver Abbau) 

Trypsin (500 ug) (Sigma, St Louis, Mo.)in 0,2 M Tris-HCI- Puffer (pH 8,0)t enthaitend 1 mM Calciumchlorid, 
wurde zu den vereinigten Fraktionen de$ Sephacryl S-200-gereinigten Urin-TNFa-INH von Beispiel 2 gegeben 
und 4 h bei 37°C bebrfltet Ein anderer Anteil von Trypsin (500 |ig) wurde zugesetzt und die Verdauung weitere 
45 20 h fortgesetzt, bei welcher Zeit die Reaktion durch Zugabe von Sojabohnentrypsin- Inhibitor (2 mg) (Sigma, St 
Louis, Mo.) beendet wurde. Dcr Prozentsatz der TNFa-INH-inhibitorischen Aktivitit des Trypsinauszugs und 
der Kontrollprobe wurde bestimmt bei einer EndverdQnnung von 1 : 20 des Pools der vrreinigten Fraktionen auf 
L929-Zellen, stimuliert durch rhTNFa in Anwesenheit von Actinomycin D gemiO Formel (I). Die Ergebnisse 
sind in der folgenden Tabelle 3 aufgefuhrt 

50 

Trypsin-Inaktivierung 



Bedingungen Prozent an TNFa-INH- OD 570 nm 

Aktivitit 



Puffer allein 0 0,71 

Trypsin + Sojabohnen-Trypsininhibitor in Puffer 0 0,70 

teilweise gereinigter Sephadex S-200-Urin 61 1,46 

60 teilweise gereinigter Sephadex S-200-Urin. 23 1,03 

verdaut mit Trypsin 

(c) Behandlung mit Harnstoff 

65 Der mit Sephacryl S-200 gereinigte TN Fa- 1 N H von Beispiel 2 wurde zu 2 M Harnstoff gegeben und ausgiebi g 
bei 4' gegen Phosphat-gepuffertc Salzldsung (PBS), enthaitend 2 M Harnstoff, dialysiert Die Dialyse gegen PBS 
wurde vor der Biobestimmung wicderholt Es wurde gefunden, daQ die TNFa-lNH-Aktivitat nicht angegriffen 
war, was anzeigt daB die inhibitorische Aktivitat durch ein Molekul mit niedrigem Molekulargewicht gcbunden 
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an ein Protein, nicht vermiitelt wurde. 

Beispiei 10 

Yeranschauiichung von konkurrierendcr (kompetitiver) Hemmung 

Der Sephacryl S-200-gereinigte TNFa-INH von Beispiei 2 wurde bei einer Verdunnung von 1 : 10 gegen 
suigende Mengen von rhTNFa auf L929-Zellen getestet. Einc umgekehrte Wechselbeziehung zwischen der 
Menge an vorhandenem rhTNFa in dem Test und dem Grad der Hemmung wurde beobachtet (siehe Fig. 3). 
Demnach wird die Hemm-Aktivitat kompetitiv durch steigendc Konzentrationen an rhTNFa uberwunden. 

Beispiei It 

Hemmung der TN Fa- vermittelten PG E 2 * Produktion durch dermale Fibroblasten 

Menschlichc dermale Fibroblasten wurden bei einer Konzentration von 2,0 x 10 4 Zellen/Vertiefung einge- 
bracht und 48 h gezQchtet Die Zellen wurden dann mit DMEM-Puffer, ergfcnzt mit 10% FCS als Kontrolle, 
stimuliert Zellen wurden auch mit rhTNFa bei Konzentrationen im Bereich von 0,5 bis 5 mg/ml stimuliert, und 
der Effekt des TNFa-INH aus Beispiei 5 wurde bei drei VerdQnnungen (I : 20, 1 : 50 und t : 80) in dem obigen 
Puffer beobachtet Nach 72stGndiger Bebrfltung wurde die PGEr Produktion im Oberstehenden durch Radioim- 
munoassay unter Verwendung eines PGEr Antiserums [siehe J. M. Dayer et aL, J. Clin. Invest, 67, S. 1385 (1979)] 
gemessen. 

Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 4 gezeigt und veranschaulichen, daO die Fahigkeit von rhTNFa, 
die PGE 2 - Produktion durch dermale Fibroblasten zu stimulicren, durch die Zugabe von TNFa-INH bei alien 
drei VerdQnnungen gehemmt war. Bei einer Verdunnung von 1 :80 von TNFa-INH war die inhibitorische 
Aktivitat teilweise durch steigende rhTNFa-Konzentrationen uberwunden. 



Konzentrationen von rhTN F PG Er Produktion durch menscht, dermale Fibroblasten (ng/ml) 

auf menscht Fibroblasten Verdunnung von TNF-INH auf Fibroblasten 

(pg/ml) keine t :80 1 : 50 t :20 



0 50.6±7,4 8M±5.6 103.0±83 1I1,0±9,4 

500 160,0±14.1 126,0±9J I15,9±6,6 113,9*7,1 

2000 331,7±28,4 217,2±10.7 156,7±10,7 1153±21,3 

5000 381,7±19,6 257,2±13,7 253,l±21,2 221,6±t6,0 



Drei verschiedene Versuche wurden mit dem gleichen Stamm von Fibroblasten durchgefuhrt Puffer oder 
TNFa-INH wurde bei verschiedenen VerdQnnungen in Anwesenheit oder Abwesenheit von verschiedenen 
Konzentrationen an rhTNFa inkubiert Die PGEr Produktion durch gezQchtete, menschliche, dermale Fibrobla- 
sten wurde nach 3 Tagen gemessen. Die Werte stellen die dreifachen Mitt el der drei Kulturen ± SEM (N - 3) 
dar. 

Beispiei 12 
rhTNFa-Bindungshcmmtest 

Rekombiname, menschliche TN Fa wurde unter Verwendung der lodogen-Methode von Fraker und Speck jr„. 
Biochem. Biophys. Res. Comnu 80, S.849 (1978X jodiert Die spezifische Aktivitat von [ u5 J>INFa war 
22 x 10 4 cpm/ng und erzeugte eine einzige Bande mit einem Motekulargewicht von 17 kDa, wenn durch SDS 
PAGE analysiert wurde. Die menschliche Makrophagen-Zcllinie U937 in aliquoten Anteilen von 10* ZeMen 
wurde 2 h bei 4° in einem Kulturmedium(200 umfassend RPM1 1640 (Gibco, Paisley, Schottland), erglnzt mit 
Streptomycin (lOO^g/ml), Penicillin (100E/mlX 1,0% Glutamin und 10% foetalem Kalbssemm, und zusatzlich 
enthaltend 0,04% Natriumazid und 0,5 ng [ ,25 J^TNFa gezQchtet Die Bindungshemmung wurde durch Zugabe 
von verschiedenen VerdQnnungen an TNFa-INH (1 : 20, t : 200 und 1 : 20001 durchgefuhrt 

Nicht-speziflsche Bindung wurde in Anwesenheit eines lOOfachen Oberschusses von nichtmarkiertem 
rhTNFa gemessen und die freie Radioaktivit&t wurde von dem gebundenen [ m J]-TN Fa durch Zentrifugieren 
durch ein Olgemisch abgetrennt, wie von Robbcta!* J. Exp. Med, 154.S. 1455(t981Xbeschriebeit Zeilgebunde- 
nes [ U5 J]-TNFa wurde in einem Gamma-Zlhler (LKB, 3romma. Schweden) gemessen und der Prozentsatz der 
Bindungshemmung wurde nach der Formel (II) bes timm t 

Prozentder Bindungshemmung: 

100 x 1 I cpm mit TNFa-INH - cpm nicht-spczifische Bindung 
|_cpm Gesamtbindung - cpm nicht-spczifische Bindung 
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Beispiel 13 

Wirlcung von TNFa-INH auf ['»• J]-TNFa-Bindung an U937-Zellen 

r'«TTNF« l I« e r o r 5rrmn^,c 00 ? ^ Kulturmedium von Beispiel 12 in Anwesenheit v~ en.wedcr 
iJa v u« a V t H-TNFa mlt tOOfachem OberschuQ an nichtmarkiertem rhTNFa voreezuchteTnie 
U937-Zel!eifwurdendannmitpho$phatgepufferterSal2!6$ung(3 x 50 ml) bei 4» gewa che *Di inF*llTNF« 

? lle ,'^ e 5 QC 5n <,en Ze "t n u WUrden in vier Ansa,ze auf 8 e,ciU undmit TNFa-INH au BeispieTj ( 20 1 2W und 
1 : 2000 VerdOnnungen) bzw. mil Puffer alle... gezllchtet P 1 - °' 1 200 und 

I'ZSSL Iv'v d !? diC s P« ifische Bindun * v on 0"l]-TNFa an U937.Zellen bei 4' um 100%. 80% und 
35% durch die drei VerdOnnungen von TNFa-INH, 1 : 20. 1 : 200 bzw. 1 : 2000. gehemmt wurde (vergl rJ 3? 
Der Kontrollansatz, der kein TNFa-INH enthielt. zeigte keine Hemmaktivitit E$ wurde fctt«SSlk daB diJ 
Brndungshemmung der beiden schwacheren VerdOnnungen auf 90% bzw. 60% geste gert wu de wenn 

^S^IZZI^^S b K ' Verdann v ungen T 1 : 200 b2W - 1 : 2000 vor der Zellzu * abe vorinkubiert wuX 
Der Versuch wurde wiederholt unter Verwendung von vorinkubierten Zellen in Anwesenh,;, „«„ ri2sn.TMc„ 

mVK. e .'!!!' T, r 1 To 1 ? e ll Ube , r$ch . u ? an nicht-markiertem TNFo. so daQ der Prozentsatz der BinduVgVhemmung fifr 
nichtspezifischeBindungkorrigicrtwerdenkonnte. 8 

Beispiel 14 

Spaltung eines vorgeformten TNFa:U937-Komplexes 

7.n?» 7 ' Ze i' en WUrde u 1 h ^/"""enheit von [ ,J5 JJ-TNFa, wie in Beispiel 12 beschrieben. vorgeziichtet. Die 
Zellen wurden gewaschen und entweder bei 4» oder 37* in Anwesenheit oder Abwesenheit von TNFa-INH aus 
TN^kjh , e ./t ,<t .. WUrde - f « f 8 estd ^ daB Ze»obernachengebundenes [ ,M J]-TNFa in Anwesenheit von 

Lh^' ln.P^? C KK S f • il VP • dCS /"1 A ^ wes fv nhe , ,, : und e$ wurde weit « h in festgestellt, daB dies in einer Zeit- 
und Temperatur-abhingigen Weise (siehe Fig. 6) erfolgt 

Beispiel 15 

Oarstellung, daB TNFa-INH kein Proteolytikum fQrhrTNFaist 

i ^!$* T j f a ™' 1 J h . bei 200 5n Anwe «"he'« von drei verschiedenen VerdOnnungen von TNFa-INH (I : 20. 
i : 200 und 1 : 2000) und tn Anwesenheit von Puffer allein bebrfltet Bei Analyse durch SDS PAGE und Autora- 
3 ie J™* dafl['"j>TNFa ais einzige Bande sowoh! in Abwesenheit als auch in Anwesenheit 

von I Nra-INH wanden. was anzeigtdafl der Inhibitor keine proteolytische Wirkung hat 

Beispiel 16 

Wirkung von TNFa-INH auf die IL-l-Rezeptor-Bindungsaktivitat 

,«Iiv- Akt T tat . VOn ™ F * IN H «« Beispiel 5 wurde in dem IH/LAF (Lymphozyten-aktivierender Fak- 
mm„^ U i J'?V£ W n!!2£? h l H° W \ t i "f W«*«krt wurde[dieser Versuch ist von P. Seckinger et. al, ]. 
Immunol, 139. S, 1541 (1987) fflr em IL-l-Inhibitorprotein beschrieben} Eine Dosis-Reaktion von ['Hl-Thymi- 
d «S VC . ,bU ," g (, en "P';echei«l der Thymozyten-Vermehrung) wurde in bis zu 200 pg/ml-Konzentrationen 
% ZH^a « IO 'L-^beobachtet Zugabe von TNFa-INH bei Konzentrationen, von denen beobach- 

jet wurde. daB ste rhTNFa hemmen. hatten keinerlei signifikante Wirkung auf die IL-l-induzierte Thymozyten- 
Vermehrung. was anzeigt, daB die Hemmung nur fflr TN Fa spezifisch ist 

Die^ erhaltenen Ergebnissesind unter Bezugsnahme auf die beigefOgten Zeichnungen folgendermaQen erlau- 
tert: Fig. I zeigt das Urm-TNFo-INH- Aktivitatsprofil der Sephacryl S-200-GelfiItration. Saulenf raktionen (1ml) 
wurden bei einer VerdOnnung von 1 : 10 auf die Wirkung in dem rhTNFo(1.0ng/ml).Cytotoxizitatstest in 

Anwewnhert von Actmomycin D (1.0 ug/ml) getestet (o— o). Die Kurve ( ) bedeutet ODjso „m der Fraktio- 

nen. Die Balken bedeuten die Zellyse. gemessen durch Farbstoffaufnahme als Reaktion zu Actinomycin D (&) 
unoVzu Actinomycin D plus hrTNFa (Q) ohne Urin. Die Molekulargewichtsmarker sind Dextranblau (DB). 
rot ?Sed! m (BS AX Ovalbumin (OA). a-Chymotrypsinogen (ad). Ribonuclease A (RNase) und Phenol 

Fig. 2 zeigt das Urin-TNFa-INH.Aktivitatsprofil der Chromatofokussierung auf einer Mono-P Slule. SSulen- 
iraktionen (I ml) wurden bei einer VerdOnnung von 1 : 10 auf die Wirkung in dem rhTNFo(0.2 ng/ml)-Cytotoxi- 

zitatstest in Anwesenheit von Actinomycin D (1.0 ug/ml) getestet (o — o). Die Linie ' ) bedeutet OD:so nm 

derFraktionen und ( — ) bedeutet ihr pH. Die Balken sind wie in Fig. 1 beschrieben. 

Rg. 3 zeigt die Umkehrbarkeit der TNFa-INH-Aktivitat Die leeren Kreise (o o) bedeuten OD 5 7onm 

gemessen in Anwesenheit von Actin mycinD.rhTN Fa mitTNFa-INH;ausgefOllte Kreise ( ) bedeuten 

ODmo nm- gemessen in Anwesenheit von Actinomycin und nur rhTNFa. und der Balken ( ) bedeutet OD 5 ,o nm 
in Gegenwart von Actin mycin D(1.0 ug/ml) allein. 

ca^'r "'^ da$ Elutions P r ° ni der Sephacryl S-200-Gelfiltration mit gereinigtem TNFa-INH aus Beispiel 5. 
saulenfraktionen (9 ml) wurden sterilisiert und bei einer VerdOnnung von I : 50 gegen rhTNFa (1,0 mg/ml) in 
Anwesenheit von Actinomycin D( 1.0 ug/ml). in Anwesenheit von Actinomycin D (1.0 ug/ml) in dem L929 Cyto- 
toxizitatstest getestet (o oX Die Unie ( ) bedeutet ODjso nm der Fraktionen. Die Balken sind wie in Fig. I 
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definiert. 

Fig. 5 zeigt dieSDS PAGE-Analyse von gereinigtemTNFa-INH von Beispiel 7.SDS PAGE wurde wie von U. 
Laemmli et. aL Nature. 277. loc. ciu beschrieben. durchgefuhrt Die Proben wurden auf 1 5% Polyacry lamid-Gel 
mit einem 3% Packungsgel geladen, und die Gele wurden mit Silber angefarbt. wie von C Merril et. aU Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA. 76. S. 4335 (1979) beschrieben. ProbelSufe unter nicht-reduzierenden Bedingungen wurden 
auf biologische Akttvitat getestet, indem 2mm-Scheiben von dem Gel abgeschnitten und die Proteine durch 
Bebriitung uber Nacht in 10 mM Tris-HCl pH 7,4, enthaltend 2 mM EDTA (Gesamtvolumen 200 u.1), eluiert 
wurden. Die Fraktionen wurden bei einer VerdQnnung von 1 : 10 auf L929-Zellen in Anwesenheit von rhTNFa 
(0,15 ng/ml) getestet. 

Fig. 6 zeigt die Wirkung vonTNFa-INH auf [ ,25 j]-TNFa-Bindung an U937-Ze!!en.TNFa-INH wurde beidret 
verschiedenen Verdiinnungen in Anwesenheit von [ U5 Jl-TNFa mit der U937-ZeIIenlinie, wie in Beispiel 13 

beschrieben, bebrutet. Lecre Vierecke ( □ □ ) bedeuten Bebrutung in Anwesenheit von TNFa*lNH und die 

leeren Dreiecke ( A — A) bedeuten die Kontrollprobe. Ausgefiillte Symbole bedeuten eine 30minutige Vor- 
Inkubation von TNFa* IN H bei 20° mit [ ,25 JJ-TNFain dem Kulturmedium vor der Zellzugabe. 

Fig. 7 zeigt die Spaltung eines vorgeformten TNFa : U937-Komplexes. U937-Zellen wurden mit [' J5 ]]-TNFa 
vor-inkubiert, gewaschen und mit TNFa-lNH, wie in Beispiel 14 beschrieben, entweder bei 4° (□ — □) oder 

37° ( ■ ■ ) bebrutet Bei der angegebenen Zeit wurde die mit der Zelle verbundene Radioaktivitat gemessen 

und der Prozentsatz der spezifischen Bindung bestimmt Auf dem Diagramm wurde der von der Kontrolle 
erhaltene Wert ohne den Inhibitor abgezogen von den Werten, die bei den zwei Temperaturen erhalten wurden, 
so daO 1 00% dem Wert entsprechen, der ohne Zugabe von TNFa-lNH erhalten wurde. 

Patentansprtiche 

1. Ein Protein, das Tumor Necrose Faktor (TNF)a-vermitteIte Aktivit&t inhibiert (hemmt), jedoch andere 
Proteine, welche mit TNF gewisse, jedoch nicht alle biologischen Aktivitfcten von TNF gemeinsam haben, 
nicht blockiert 

2. Protein, das Tumor Necrose Faktora-vermittelte Aktivit§t selektiv hemmt und ein oder mehrere der 
folgenden Charakteristika hat: 

(a) Ein Molekulargewicht im Bereich von 40 bis 60 kDa, bestimmt durch Molekularsiebchromatogra- 
phie; 

(b) einen isoelektrischen Punkt (pi) im Bereich von 53 bis 6,1 , bestimmt durch Chromatofokussierung; 

(c) Hemmung des Standard-TNF-Tests der Differentialcytotoxizitft fQr Murin L929*ZelIen, die mit 
Actinomycin D behandelt sind; % 

(d) Hemmung vonTNF-induzierter PGEi-Freisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzel- 
ten; 

(e) der Inhibitor stdrt bzw. uberlagert sich mit der Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocyti- 
sche TumorzellinieX wie durch Inhibierung der Bindung von radioaktivmarkierter TNFa^l-TNFa,} 
ersichtlichwird. 

(0 die Spaltung eines vorgebildeten TNFa : U937-ZeIIkompIexes wird durch den Inhibitor in tempera- 
turabhingiger Weise gefdrdert; 

(g) der Inhibitor ba n TNF durch proteolytische Spaltung nicht ab; 
(h) der Inhibitor hemmt nicht iL-l-Rezep tor-bind ende Aktivitit, z. B. die Bindung ven radioaktiv markier- 
tem IL-1 ('"I-IL-la^an die Murin Thymoma-Subzellinie EL4-6.1. 

3. Protein, das selektiv Tumor Necrose Faktora-vermittelte Aktivitat inhibiert (hemmt) und ein oder 
mehrere der folgenden Charakteristika hat: 

(a) Ein Molekulargewicht von etwa 33 kDa, bestimmt durch SDS-PAGE; 

(b) einen isoelektrischen Punkt (pi) im Bereich von 5,5 bis 6.1, bestimmt durch Chromatofokussierung; 

(c) Inhibierung des Standard-TNF-Tests der Differential-Cytotoxizitzlt far Murin L929*Zellen, die mit 
Actinomycin D behandelt sind; 

(d) Inhibierung von TNF-induzierter PGEa-Feisetzung aus menschlichen Fibroblasten und Synovialzel- 
len; 

(e) der Inhibitor stfirt (Qberlagert) die Bindung von TNFa an U937-Zellen (eine monocytische Tumorli- 
nie), wie durch Inhibierung der Bindung von radioaktiv markiertem TNFa( l25 I-TNFa;ersichtlich; 

(0 die Spaltung eines vorgeformten TNFa : U937*Zellkomptexes wird durch den Inhibitor in tempera* 
turabhingiger Weise gefdrdert bzw. hervorgerufen; 

(g) der Inhibitor baut nicht TNF durch proteolytisce Spaltung ab; 

(h) der Inhibitor hemmt nicht IL-l-Rezeptor-bindende Aktivitat, z.B. die Bindung von radioaktiv 
markiertem IL-t (■"ML-la^andie Murin Thymoma-Subzellinie EL4-6.1. 

4. Ein Pr tein gemlB einem der Anspruche 2 oder 3 mit den Eigenschaften (a) und (b\ zusammen mit einer 
oder mehreren der Eigenschaften (c) bis (h)i 

5. Protein gemaQ einem der Anspruche 2 oder 3 mit alien Eigenschaften (a) bis (h). 

6. Protein gemaO einem der Anspruche I bis 5,das einem naturlich auftretenden TNFa-lnhibitor entspricht. 

7. Protein gemaQ einem der Anspruche I bis 6, mit einer aminoterminalen Amir.osauresequenz folgender- 
maOcn: 

Asp*Ser-Val*Cys-ProGIn-Gly-Lys-Tyr-lle-His-ProGln-Cys-Asn-Ser-Ue. 

8. Protein gemaQ Anspruch 7, mit einer aminoterminalen AminosSuresequenz folgendermaOen: 
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Asp-Ser-V^I-Cys-ProGIn-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gln-Cys-Asn-Scr-lleAsn-Ser-TTir-Lys. 

9. Protein gemaB cincm der Anspruche 1 bis 8. dadurch gekennzeichnet, daB die Aminosauresequenz eine 
Oder mehrere Deletionen, Substitutionen, Insertionen, Inversionen oder Additionen allelen Ursprungs oder 
< anderweitig enthilt, wobei die sich ergebende Sequenz mindestens 80% Homologie mit dem Stammprotem 
hat und im wesentlichen die gleichen bioiogischen Eigenschaften wie das Stammprotem benalt. 

10 Protein gemaB Anspruch 9, mit wenigstens 90% Homologie mit dem Stammprotem. 

11 Protein gemaBeinem der Anspruche Ibis 10 in einerim wesentlichen homogenen Form. 

1 2. Protein gemafl einem der Anspruche 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB es em rekombmantes Prote.n 

10 13. Protein gemaB einem der Anspruche 1 bis 12. dadurch gekennzeichnet, daB es ein glykosyliertes Protein 
U. Protein gemaB einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet. daB es im wesentlichen in 
ufaii^^S^^vand eine Nucleotidseauenz, weiche ein Protein kodiert, wie in einem der 

1^. Will* MV^«»V » ■ ' " ■• — •- ... 

Ansortlche 1 bis 1 1 definiert _ , ... , . .. . , ... 

16. line cDNA, umfassend eine Nucleotidsequenz, weiche ein Protein gemlB einem der Anspruche I bis 1 1 

l^Rekombinanter Expressionsvector. umfassend DNA gemaB einem der Anspruche 15oder 16. 

18. Wirtszellctransformiert mit einem Expressionsvektor gemaB Anspruch 17. 

19. VerfahreS zur Herstellung eines TN Fa- INH- Proteins, dadurch gekennzeichnet. daB eine Zelle gemaB 
Anspruch i8gezachtetunddasTNFa-lNH-ProteinisoHertwird. 

20. Rekombinantes Protein, hergestellt nach der Methode von Anspruch \* 

21. Verfahren 7-jr Herstellung eir.es TNFa-INH-Pfctsas. umfawend die foteenden Schntte: 
a (a) Konzentration des Urins von Fieberpatienten; 

(b) Ammoniumsulfatfallung; 

(c) Anionaustauschchromatographie; 

(d) Kationenaustauschchromatographie; 

(e) Gelfittration; 

30 (f) Af finititschromatographie ; und 

22. ??£\££&v™M*ichntt. daB es im wesentlichen identisch ist mit dem Protein, das nach dem 
Verfahren von Anspruch 2t erhaltenwurde. 

21 Pharmazeutische Formulierung. umfassend einen TNFa-lnhibitor w,e in einem der ' Anspruch. 1 to 1 14 
oder Anspruch 22 definiert. oder ein pharmazeutisch annehmbares Denvat davon und etnen pharmazeu- 
tischannehmbarenTragerdafOr. _„:„ j„,-rw,r,:,. 
24. Protein gemaB einem der AnsprOche 1 bis l^er Anspruch 22 zur Vewendung in der Therapie. 
25 Pham Jeutische Formulierungzur Verwendungbeide^rzeugun^ 
vonZustanden.diemitubermaBiger<>derunregelm^ 

zeichnetdaBdiese Foimulterung einen TN Fa-Inhibitor, wie in einem der AnsprCche 1 bis 14 oder Anspruch 

22 definiert. oder ein pharmazeutisch annehmbares Denvat davon umf aBt 
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$8751 Chemical AbttncU VoL 113, 1990 Psge 464 



Xn ind w« uMd to immunise BALB/c AnSkh hum. Spieoocytes 
from the immuniTed mice were fused with SP2/0-AgM cells, snd 
resulting hybridomaa wars screened with atd. technique*. The 3 
MAbsobtained were purified by protein A chromttog. and characterized. 
The MA be inhibited human blood-coagulation factor XII coagulant 
activity, at well aa blocked the ability of bboo^coagulation factor 
Xllf to cleave prekallikrein. The MAb* alao blocked the ability of 
blood-coagulation factor Xlla to deave and activate blood-coagulation 
factor XI. 

113: 38752m Bispecific antibodies with arm* for type I ribo- 
tome- inactivating protein and for a target-cell surface marker, 
their preparation, and their nee la tumor immunotheraphy. 
Glennie, Martin John PCT Int. AppL WO 19 11,843 (CI. 
A61K39/395), 1 4 Dec 1989. GB AppL 88/13,527, 08 Jun 1988; 41 
pp. The title antibodies (Aba) are F(ab'h Abe, e.g. a bispecific F(ab' 
yh Ab. The lit Fab' arm is specific for aaporin or momordin, and 
the 2nd Fab* arm is specific for a tumor marker, e-g. a T-cell antigen 
receptor, or for the envelope coat protein of human immunodeficiency 
virus (HIV). Prepn. of the title Aha comprises (1) dissocg. a F(ab')t 
Ab fragment ipecuic for type 1 riboaome-uiacirvaung protein into its 
2 component Fab' arms, (2) dissocg. a F(ab'H Abfragment specific 
for the target cell marker into its 2 component Fab' arms, and (3) 
Unking an Fab* arm of (1) and an Fab* arm of (2). A population of 
cells can be depleted by administration of an effective amt of such 
Abe. Prodn. of 2 monoclonal antibodies (MA be) (DB7-12 and 
DB7-18) and polyclonal Aba against aaporin is abo described. Thus, 
a dispeciflc Ffab'yh Ab was constructed in which one arm was from 
a mouse IgG. specific for th IgM idiotype of UC lymphoblastic 
leukemia cells and the 2nd arm was from MAb DB7-18. >H-labeled 
leucine incorporation into proteins wan inhibited in LsC calls grown 
in medium supplemented with a tub-toxic conco. of saporin and the 
dispeciflc Ab. The IC*> was close to 4 ng/mL. The bispecific Ab was 
most effective when the Ab/saporin molar ratio was ~£l. Compared 
to the rapid clearance of ssporin from guinea pig plasma, the 
clearance of the bispecific Ab was slow (half-lifs approx. 17 h). The 
bispecific Ab and saporin increased the survival rate of leukemic 
guinea pin. 

113: 38753a Recombinant vectors for generation of chimeric 



antibodies In marine hybridosnas. Neumaier, Michael PCT Int. 
AppL WO 90 00,818 (CL C12P21/00), 25 Jan 1990, US AppL 
216,674, 07 Jul 1988; 35 op. Chimeric antibodies formed by joining 
murine antigen-specific Ig variable regions to human tg const, 
regions are useful for human diagnosis and therapy. Recombinoma 
vectors contain s transcriptionally inactive Ig gene consisting of 
murine variable and human const, reason sequences are described. 
These vectors provide s gene for homologous recombination to occur 
at the natural locus of an active Ig gene of a murine hybridoma. The 
end result is that chimeric monoclonal antibodies with human const 
regions and murine variable regions are made by the transfected 
hybridoma cells. 

113: 38754p Monoclonal antibody to B5 antigen of human 
erythrocyte. Rinksberu Ltd. Jpn. Kokai Tokkyo Koho JP 02 
00,299 {90 0*299] (CL C12N15/00), 06 Jan 1990, GB AppL 
87/29,304, 16 Dec 1987; 7 pp. Some human cancer patients (e*. 
mammary gland tumor) showed an agglutinating antigen (termed B5 
antigen) on their erythrocytes. Res^eesion ofthe cancers 
correlated with s lower titer of B5, The B5 antigen wen identified by 
SpS-pplyacrylamide gel electrophoresis as having moL wt -35,000. 
Monoclonal antibody apedfic to B5 antigen was prepd. by the 
hybridoma method. The N-terminal 23 amino acid residues are 
reported. 

113: 38755q Monoclonal anUbody to ssyelosma colle and its use 
in nistoimmunolofficsJ diagnosis. Takeucbi, TsmoUu; Kubonishi, 
Ichiro; Myoshi, Iaao (Eiaai Co., Ltd.) Jpn. Kokai Tokkyo Koho 
JP 02 31,692 [90 31.692] (CL Cl2P21/oST 01 Feb 1996? AppL 
88/18W74, 21 Jul 1988; 7 pp. Spleen calk from huniaTmyelorna 
ceO-immunised animals (mice) are fused to myeloma cells to form a 
hybridoma for the prodn. of a monoclonal antibody that specifically 
binds to a — 47-kd protein in human myeloma cells. Hie monoclonal 
antibody was used in the detection of human myeloma, aduH T-cell 
leukocytic lymphoma, etc by K; **^mimfTttaimng 

113: 38756r Antibodies to dihydropyridino receptor. Campbell 
Kevm P.; Imacawa, Toshiaki; Leung, Albert T. (Miles, Inc.) U3. 
US 4412^WTCL 530-387; C07K15/00). 27 Mar 1990, AppL 1,788. 
08 Jan 1987; 5 pp. Murine monoclonal antibodiee capable of 
immunopptg. labeled dihvdropvridine receptor material from the Ca 
channel froni digitonin-solubilized skeletal muscls triads were 
developed. The antibodies recognise a 170,000 dahon protein 
subunit of the dihydropyrtdine receptor. 

113: 38757s High affinity MmocJooal antibodies to Bowman-Blrk 
inhibitor and immunoassay methods. Brandon, David U Bates, 
Anny Friedman, Mendel (United States Dept. of Commerce) 
PCT Int. AppL WO 90 0W4 (CL G01N33/53), 05 Apr 1990, US 
Appl 246.842, 20 Sep 1988; 40 pp. Hybrid cell lines Aybridomas) 
which produce and accrete high affinity monoclonal antibodies 
specific for Bowman-Birk inhibitor (BBD were developed. High 
affinity antibodies to BBI have one or more of the following 
charsctenatics: (!) they sre specific to the active form of BBI, i.e., 
XS¥ i ? d ^ «nd*natured BBI. but do not bind with 
BBI which has been denatured by heat or disulfide exchange; (2) 
they do not reset and bind with Kunitx trypsin inhibitor (3) they 
distinguish cUsaical BBI from other BBI'a, including Urns bean 
protease inhibitor, and (4) they bind BBI-protease complex, e.g., 
BBI-chymotrypein. Immunoassay methods using the monoclonal 
sntibodies to analyse BBI specifically in plant, animal, or human 
tissue or fluid or foodstuff, and techniques for immunoaffinity 
binding of BBI sre proposed. 



113: 38758t Uposotso-oncapsulated interferons for treating 
bladder cancer. Fidler, Isaiah; Johnson, John; Nayar, Rajiv; 
Killion, Jersld Jay (University of Texss System) Eur. Pat. AnnL 
EP 331,835 (CL A61K45/02). 06 Sep 1989. US AppL 162^41. 29 
Feb 1988; 20 pp. Human bladder cancer cells sre sensitive to 
liposome^encapsulsted cr- interferon hybrids. Examples sre given of 
the prepn. of phospholipid liposomes and the encapsulation of 
interferons therein. 

113: 38759u Isofonns of trophoblastin* new interferons composed 
of said isoforma, their manner of production* and applications. 
Martal, Jacques; Charpigny, Gilles; Gave, Pierre; Pernollet, Jean 
Claude; Charlier, Madia; GuUlomot, Michel; Huet, Jean Qaude; 
Reinaud, Pierrette; Hue, Dominique; et aL (Inatitut National de la 
Recherche Agronomique) PCT Int. AppL WO 89 08,706 (CL 
C12N15/00). 21 Sep 1989, FR AppL 88/3,591, 18 Mar 1988; 47 
pp. Iaoform of trophoblsstin having N-terminsl amino acid 
sequences: Cyt-Tyr-L^u-SeiKX>-Arf-Leu-Met-Leu-Asp-Als-<U>-^ 
Glu-Asn-l>u~LyB-Leu-Leu-Asp~Ar^Met"Asn~Ars^Leu-Ser-PT^-= 
His-Ser^vs^Uu^ln-Asp^Arg^ 

Giu-Mei- V ai-< Z)-G ly- Aip-G in-tw /n"vVLyt-Asp^ui-Aia-rbe-rTo 
are isolated and purified from mammal conceptus. The trophoblsstin* 
belong to class II for interferon a snd have sntiviraL antiproliferative, 
sntitumor, immunomodulstory activities, etc. Cloning of ths 
isoforms, oligonucleotide probes contg. trophoblsstin cDNA, a kit for 
detecting embryo viability, snd use of the isoforms in human and 
veterinary medicine snd to protect embryos d urine; transfer sre 
disclosed. Sheep embryos were cultured and trophoblsstin isoforms 
1-5 were purified from the culture fluid by HPLC on DEAE 5 PW. 
Antiviral activity against vesicular stomatitis virus infection in bovine 
MDBK cells was 0.8 x IP, 0.8 x 10>, and 0.7 x lOs IU (based on 
human interferon) /mg protein for isoforms 1-3, reap. An RIA using 
antiserum to purified sneep trophoblsstin could detect 15 pf/100 nL 
temple. 

113:38780a PmrifloatWn and rhsrarrfTisadoa sf hswan tumor 
noerwsls factor a imhibstor. Dayor, Jean Michel; Seckincer, 
Philippe Lucien (Glaxo Group Ltd.) Ger. OfTesu DE 3^10,323 (0- 

C12N1/20), 19 Oct 1989, GB AppL 88/7303. 31 Mar 1988; 19 pp. 
Human tumor necrosis factor-a inhibitor (TNFI) is purified and 
characterized. TNFI csn be used to treat diseases related to 
overprodn. or unregulated prodn. of tumor necrosis factor-a (TNF). 
The glycoprotein was purified from urine of fever patients by 
(NH«hSC>4 pptn., snion snd cation exchange chromatog., gel 
filtration, affinity chromatog., and reversed-pnase HPLC. Two 
forms were identified, with moL wts. 40-60 snd 33 kilodaltons. Both 
had a pi of 5.5-6.1; inhibited TNF cytotoxicity to L929 cells: 
inhibited TNF-induced PGEt release by human fibroblasts snd 
aynovial cells; snd inhibited TNF binding to U937 cells. TNFI hsd 
no proteolytic activity. The N-terminsl amino acid sequence was 
detd. 

113: 38781 p Method using 7-interferon for preventing the 
development or decreasing the extant of malarial parasitemia. 

Ferreira Vigouroux, Arturo; Nussenxweig, Victor (New York 
University) VJ&. US 4^15^41 (CL 424-85.5; A81K46/02), 10 Apt 
1990, AppL 940^10, 11 Dec 1986; 11 pp. A method for inhibiting 
development of or limiting extent of malarial parasitemia in 
msmmala invaded by Plasmodium sporozoites comprises administration 
of a parssitemia-inhibitin| amt. of y~ interferon (I) no later than the 
end of the prepotency period of the msmmil or the dormant phase of 
the parasite. A DNA hybridization probe useful for detn. of 
sporoxoite infectivity is also described. Thus, usinf a 2.2 kilobsas 
repetitive P. bergAet ONA probe to det. P. btrfhei DNA in blood 
samples, the effect of serial dilns. of 1 was detd. in mice injected 5 h 
later with aporozoites obtained from salivary glands of AnophtUt 
itephtnsi. Mice injected once with the largest amt of I did not 
develop detectable parasite DNA until approx. the 5th day after 
infection. Treatment of rats with I prior to injection of aporoxoites 
inhibited development of ertreeryuirocytic forms of P. bcrghei. 
Treatment with I also led to a considerable delay in the appearsnct 
of parasites in the blood snd increased the prepatent period over 
control animals in P. vivax tporoxoite-challenged chimpanzees. 

Por papers of related Interest tee also Section: 

1 34410a Effects of ofloxacin on ceU-medieted immune respo ns e 
snd lymphokine production. 

34425 j Cydoheximide-induced modulation of TNF-mediated 
cytotoxicity in sensitive snd resistant ovarian tumor cells. 

34431b Immunotoxins of Pseudomonas exotoxin A (PE): effect 
of linkage on conjugate yield, potency, selectivity snd toxicity. 

34434 p Artificial reversion of scute myeloid leukemia cells into 
normal phenotype. 

34484w Nonsteroidal antiinflammatory agents inhibit upregulation 
of CDllb, CDllc, and CD35 in neutrophils stimulated by formyl— 
methionine-leucine-phenylslsnine. 

34494 f A bispecific antibody enhances the fibrinolytic potency of 
single-chain urokinase. 

34685n Suramin prevent* binding of interleukin 2 to its cell 
surface receptor s possible mechanism for immunosuppression. 

2 34782y Radioimmunoassay of the anti-cancer agent 4-bydroxy s 
androatenedione in body fluids. 

3481 fin The enhancement of polyclonal T cell proliferation by 
beu-endorphin. 

34857b Characterizstion and manipulation of the endocrine 
environment during gestation in mice snd effects on the immune 
system of offspring. . 

3488 ly The role of the thymus in the enhancement of humoral 



